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　 1． 骨壊死に対する抗RANKLモノクローナル抗体
製剤デノスマブ投与における治療効果に関する
臨床的探索試験
千葉大学大学院医学研究院　整形外科学　
稲　毛　一　秀　
背　　景
　整形外科領域の骨病変に無腐性壊死がある。大腿骨
頭壊死，膝骨壊死がその代表的疾患である。身体の他
の組織と同じように骨にも血液循環が必要であるが，こ
の領域は特に血流障害を起しやすい場所とされる。こ
の壊死した骨の部分が大きい場合，体重負荷により陥
没変形を発生し，難治性の疼痛疾患となる。本邦では
大腿骨頭壊死，膝骨壊死年間2000人程度の発症がある
ことが知られている。その発症原因は男性ではアルコー
ル多飲によるもの，女性ではステロイド（副腎皮質ホル
モン）剤によるパルス療法が挙げられている。壊死域
が広く変形が進行する可能性が高い場合には，自家骨
を使う手術として大腿骨内反骨切り術や大腿骨頭回転
骨切り術という手術を行うことがある，また，既に変形
が進行してしまい自家骨を温存する手術をすることが
困難と思われる場合は人工股関節手術の適応となる。
　一方で，これらに対する保存治療として薬物療法に
関する様々な試みも行われている。特に骨粗鬆症薬で
あるビスホスフォネートによる骨壊死に対する治療が
注目されているが，現状では動物，人において，結論
として有効性は乏しいとされている［1］。また最近導
入されたテリパラチド製剤は動物実験での有効性は証
明されているもヒトでの応用は無い。
　そのような状況の中で，デノスマブ（denosumab）
が新規薬物治療薬として注目を集めている。デノスマ
ブとは，receptor activator of nuclear factor κB ligand 
（RANKL） を標的とした骨粗鬆症薬でヒト型モノクロー
ナル抗体製剤，分子標的治療薬である。RANKLは破
骨細胞の分化・成熟・機能及び生存を制御している。
RANKLとデノスマブが結合することにより，破骨細胞
へのシグナル伝達を抑制し，破骨細胞の活性化を防ぐ
とされている。実際のヒト臨床試験においてもデノスマ
ブ投与により活性型破骨細胞数が減少したと報告され
ている［1］。また，ラット検体を用いた研究において特
発性大腿骨頭壊死症の臨床症状悪化の主要因である骨
頭圧潰の進行には，壊死骨周囲の修復反応における破
骨細胞の活性化が深く関連していると報告されている
［2］。そこで我々は，デノスマブ投与により活性型破骨
細胞数を減少させることで，骨壊死圧潰の進行を予防
できるという仮説を立て以下の研究を実施した。
方　　法
　2018年 4月 1日～2019年 3月31日に当院を受診し，
MRIにて大腿骨頭壊死，膝骨壊死の所見を呈する20
歳から90歳までの患者を対象とした。それらの患者の
内，骨粗鬆症の予防と治療ガイドライン2015年版に準
じて骨粗鬆症の診断基準を満たすものに対してデノス
マブ投与を開始し，以下の項目についての経時的観察
を行った。
（1） 骨壊死範囲（デノスマブ投与前， 6ヶ月後で評価）
　　 　単純MRIにてT2強調画像での壊死範囲面積
（㎟）計測を行った。
（2） 疼痛（デノスマブ投与前，1，3，6ヶ月後で評価）
　　 　患者疼痛評価 : visual analogue scale（VAS）に
て評価した。
結　　果
　本稿執筆時までに最終観察期間まで終了していた症
例は 3例（大腿骨頭壊死 3例）であった。骨壊死範囲
の検討では，平均壊死範囲面積はデノスマブ投与前と
6ヵ月後で有意差を認めなかった。また，疼痛に関
する検討では，平均VAS値はデノスマブ投与前と 1，
3， 6ヵ月後すべてにおいて有意差を認めなかった。
しかしながら， 2例では投与前と比較して 6ヵ月後で
VAS値が低下していた（症例①VAS 6→ 3，症例②
VAS 7→ 5）。
考　　察
　本研究において，治療介入前後の平均壊死範囲面積
および平均VAS値に有意な変化は認めなかった。しか
しながら，疼痛が改善された症例も認められ，その除
痛効果の可能性が明らかになった。
　本研究の limitationとしては，登録症例が予定（20症
例）より大幅に少なかったことが挙げられる。その原
因としては，登録候補患者において，すでに他の骨粗
鬆症製剤を使用している頻度が予想以上に高く，かつ
その効果も十分（骨吸収抑制と骨密度上昇）なため同
意を得ることが困難であった点が挙げられる。
文　　献
1） Jacques, et al. （2014） Effects of Up to 5 Years of 
Denosumab Treatment on Bone Histology and 
Histomorphometry: The FREEDOM Study Extension. J 
Bone Miner Res 29, 2051-6.
2） Astrand J, et al. （2002） Systemic alendronate prevents 
resorption of necrotic bone during revascularization. A 
bone chamber study in rats. BMC Musculoskelet Disord 7; 
3, 19.
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　 2． 深層学習によるMR angiographyに対する脳動
脈瘤検知システムの開発
千葉大学大学院医学研究院　画像診断・放射線腫瘍学　
横　田　　　元　
千葉大学大学院　融合理工学府　須鎗・森研究室　
寺　崎　優　希，森　　　康久仁　
須　鎗　弘　樹　　　　　　　　　
はじめに
　脳動脈瘤は成人の 2－ 4％と高い頻度でみられ，日
常臨床で撮像されたMR angiographyにて偶発的に見
つかることが多い疾患である。破裂した際のくも膜下
出血の予後が不良であることから，見逃さず，適切に
マネジメントする必要がある。近年，深層学習手法を
利用した脳動脈瘤検出システムの報告が数本なされて
いる。ただ，それらの報告には大きく 2つの問題があ
る。 1つは，高い感度が報告されていても，それが同
一のMRI機で撮像されたデータを使用しており，他の
MRI機のデータを使用した場合は大きく精度が落ちる
こと［1］。もう一つは，複数のMRI機のデータを使用
しつつ高い感度を示せたとしても，偽陽性率が高いこ
とである［2］。様々なMRI機のデータを使用し，感度
を保ちつつ，偽陽性率を下げることができなければ，
実臨床への応用は遠い。今回我々は，これまでの深層
学習において主流である二次元畳み込みニューラル
ネットワークに三次元畳み込みニューラルネットワー
クを癒合することで，上記問題の解決を目指した。
方　　法
　125患者（女49，男76; 13－86歳）からの142動脈瘤（平
均サイズ4.1㎜）を対象とした。 5台のMRIの中で，1.5
テスラMRIで81例，3テスラMRIで44例が撮像された。
二人の放射線科医がコンセンサスを取りながら，動脈瘤
に対する領域選択を行った。領域選択を行った動脈瘤
周囲を含めて，最大値投影法にて様々な角度からの二
次元画像を作製し，二次元データとしてネットワークに
入力した。また，動脈瘤を含むような立方体を切り取り，
三次元データとして入力した。4-fold cross validationを
行い，汎化能評価に対応した。二次元データのみを使
用した場合と，二次元・三次元両データを使用した場合
と を，free-response receiver operating characteristic 
analysisという，感度と偽陽性の数でモデルの有用性を
評価する方法を用い，比較した。
結　　果
　 1症例当たり 8個までの動脈瘤候補を挙げた時，二
次元データのみを使用した場合の感度は92.4％，二次
元・三次元両データを使用した場合は95.2％であった。
感度92.4％の時，二次元データのみを使用した場合は
6.7個の偽陽性が，二次元・三次元両データを使用した
場合は5.7個の偽陽性がみられた。特に，中大脳動脈で
の真陽性率が上昇した。
考　　察
　二次元データに三次元データを加えることで，多数
のMRI機からのデータを使用しているにも関わらず，
感度の上昇と偽陽性率の低下の両者を実現できた。二
次元データは最大値投影法によって，本来内包する画
像特徴量が失われてしまう可能性があり，それに対し
て三次元データは画像の複雑な特徴量をそのまま反映
できている可能性があり，今回の結果に繋がったと考
えられる。
　ただ，95.2％という高い感度であっても，100％でな
い限り，読影時にシステムが指摘していない領域にも
目を配る必要がある。また，偽陽性率はまだ低いとは
言えず，真の自動診断にはまだ課題がある。また，ど
のようにシステムの結果を提示することが放射線科医
の日常読影の助けになるのか，実用的な提案を模索し
たいと考えている。
　この場を借りて，猪之鼻奨会に御礼を申し上げたい。
助成金で，液晶ペンタブレットを購入させて頂いた。
画像に対する人工知能研究では，プロフェッショナル
がどこに病変があるかを正確に示す必要があるが，こ
の作業に非常に手間が掛かる。領域選択の精度は，結
果の良し悪しに直接影響するため，作業の効率化が希
求される。液晶ペンタブレットは本来絵を描くための
ツールだが，動脈瘤の領域選択に有効であった。本研
究のように，今後も他領域のツールを研究へ応用でき
ないか模索していきたい。
文　　献
1） Nakao T, Hanaoka S, Nomura Y, et al. （2018）Deep neural 
network-based computer-assisted detection of cerebral 
aneurysms in MR angiography. J Magn Reson Imaging 47, 
948-53.
2） Ueda D, Yamamoto A, Nishimori M, et al. （2019） Deep 
Learning for MR Angiography: Automated Detection of 
Cerebral Aneurysms. Radiology 290, 187-94.
　 3． 病的形質細胞の遺伝子解析による原発性ALア
ミロイドーシスの分子病態解明
千葉大学大学院医学研究院　内分泌代謝・血液・老年内科学　
塚　本　祥　吉　
はじめに
　アミロイドーシスは線維構造を有するアミロイド蛋
白が全身の臓器に蓄積し，種々の臓器障害をきたす難
治性疾患である。アミロイド蛋白がモノクローナルな
免疫グロブリン（M蛋白）軽鎖に由来するものが原発
性ALアミロイドーシスであり，多発性骨髄腫と同様
のクローン性形質細胞性疾患と考えられている。近年，
次世代シークエンサー（next generation sequencing: 
NGS）の登場により多発性骨髄腫の分子病態が次々と
明らかになっている一方，ALアミロイドーシスの分
子病態は未だほとんど明らかになっていない。
　ALアミロイドーシスは発症後の平均生存期間が
1～ 2年と極めて難治性，予後不良な疾患であり，患
者救命のためにはその病態解明に基づく新規治療の開
発が急務である。しかしながら，ALアミロイドーシ
スは形質細胞性腫瘍でありながら，骨髄中の形質細胞
が少なく細胞株が樹立されていないこと，病態を模倣
する動物モデルが樹立できていないことなどの理由に
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より，新規治療の開発のための基礎的研究や病態解明
は十分に進んでいない。そこで今回我々は，ALアミ
ロイドーシスの病態解明を目的としてNGSを用いた骨
髄形質細胞の免疫グロブリン遺伝子の多様性解析（レ
パトア解析）の研究を行った。
方　　法
　本研究は千葉大学血液内科と日本赤十字社医療セ
ンター・骨髄腫アミロイドーシスセンターとの共同
研究として行われ，形質細胞性腫瘍患者の骨髄細
胞から抽出したDNAを用いて，免疫グロブリンλ 
（immunoglobulin λ light chain variable region: IGLV）
遺伝子のレパトア解析をNGSにて行った。
1） 対象症例 : ALアミロイドーシス18例，意義不明の
単クローン性免疫グロブリン血症（MGUS） 7例，
多発性骨髄腫 6例，コントロール（悪性リンパ腫
骨髄浸潤なし） 4例。コントロール以外の全例に
おいてλ型M蛋白が証明されていた。
2） 千葉大学血液内科で凍結保存されていた骨髄単核
球および日本赤十字社医療センターで凍結保存さ
れていた骨髄クロットを用いてDNAを抽出し，
IGLV1 - 3遺伝子を増幅し［1］，Illumina MiSeqに
よりシークエンスを行った。解析は以下の 2つの
ソフトウェアを用いて行った。
3）解析に用いたソフトウェア
　　 　IMGT/HighV-QUESTでの解析 : シークエンス
結果のV-region，CDR，J-regionを同定。その後
の処理はEXCELで行い，non-productive，low 
identity（＜85％），no rearrangementなどの不要
な結果を除外し，IGLVをFamilyごとにまとめた
（J領域は IGLJ1から 3までの合計）。
　　 　Vidjilでの解析 : V-region，CDR，J-regionの接
続部の配列の相同性でクローンを識別することで
V-region，CDR3，J-regionの組み合わせでクロー
ンを分けてカウント可能であり，IMGTでまとめ
られたFamilyをさらに IGLJ1，J2，J3ごとに細分
化した。
結　　果
1） まず本研究における骨髄中モノクローナル形質細
胞の割合を定義するためコントロールの解析を
行った。Vidjilでは最大クローン割合中央値0.80％
（0.42－0.91％），最大クラスター割合中央値2.48％
（1.76－3.28％）で，IMGTで IGLV Familyは均等
に利用されており，特定のFamilyに偏っていな
かった。以上から①最大クローン割合が 1％を超
える場合，②最大クローン割合が 1％未満だが最
大クラスター割合が3.5％を超える場合をモノク
ローナルな形質細胞の増加ありと定義した。
2） 次に疾患サンプルの解析を行った。ALアミロ
イドーシスでは最大クローン割合中央値4.31％
（0.38－12.7％），最大クラスター割合中央値10.2％
（0.39－46.9％），MGUSでは最大クローン割合中央
値2.68％（0.50－14.6％），最大クラスター割合中
央値4.89％（1.27－32.0％），多発性骨髄腫では最
大クローン割合中央値17.4％（15.9－19.2％），最
大クラスター割合中央値25.4％（14.2－37.3％）で
あり，ALアミロイドーシス18例中15例（83％），
MGUS 7例中 6例（86％），多発性骨髄腫 4例中 4
例（100％）において骨髄中モノクローナル形質細
胞の同定が可能であった。ALアミロイドーシス
におけるクローン割合と病的フリーライトチェー
ン値（involved FLC: iFLC）および骨髄形質細胞
割合に相関はなかった。
考　　察
　Vidjil解析によりALアミロイドーシス症例の約 8
割においてMGUS症例と同様に骨髄中 IGLVクローン
の同定が可能であった。一方でALアミロイドーシス
における最大クローン割合は多発性骨髄腫に比べ小さ
く，アミロイド蛋白産生につながる病的形質細胞は骨
髄形質細胞中の一部であることが推測された。ALア
ミロイドーシスではこれまでNGSを用いた形質細胞の
レパトア解析は行われておらず，今回本研究により初
めてアミロイド蛋白産生に関わる骨髄中のクローナル
形質細胞の割合が明らかとなった。iFLCはALアミロ
イドーシスの病勢に関与する［2］ことが知られている
が，今回の結果より病的形質細胞のクローン割合と病
勢は相関しない可能性が示唆された。今後さらに多数
例での解析を行う予定である。
文　　献
1）  van Dongen JJ et al. （2003） Leukemia 17, 2257-317.
2） Dispenzieri A et al. （2006） Blood 107, 3378-83.
　 4． ゲノム & RNA編集酵素ADAR1が司るR-loop
制御によるゲノム安定性維持機構
東京理科大学　生命医科学研究所　分子病態学研究部門　
櫻　井　雅　之　
はじめに
　通常，転写によって新規合成されたRNA鎖は鋳型
DNAから即座に解離するが，一部の配列ではRNA
鎖が再び鋳型DNAと対合して二本鎖DNAよりも安
定なRNA: DNAハイブリッド鎖を形成したまま留ま
り，DNAセンス鎖は一本鎖のままとなる。この構造
はR-loopと呼ばれ，ゲノム構造の不安定化や転写産物
のプロセシング阻害を引き起こし，DNA損傷や変異，
複製ストレスを誘起して細胞死や炎症の原因となるた
め，新たな危険因子として注目されている。ヒトでは
R-loopの形成が自己免疫疾患であるアイカルディ症候
群（AGS）・運動失調動眼失行症 2型（AOA2）・脆弱
性X症候群（FXS）・前頭側頭型認知症（FTD）・筋萎
縮性側索硬化症（ALS）などの重大難治疾患の原因と
なることが報告されている。しかしゲノム構造及び遺
伝子群が複雑化した哺乳動物細胞ではR-loopの正確な
形成部位や時期，原因と影響については解明が進んで
いない。一方，筆者らは二本鎖RNA特異的結合能と
核酸塩基修飾活性を持つ酵素ADARが，RNAとDNA
間のハイブリッド鎖に結合していることを見出した。
そこで本研究で筆者は，ADARのR-loop構造解消への
寄与とその作用機序の解明を進め，その破綻による細
胞傷害について解析を行った。
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　 5． バイオ触媒を用いた生体機能性分子の網羅的合
成法の開発
千葉大学大学院薬学研究院　創薬科学講座　薬化学研究室　
原　田　慎　吾　
はじめに
　アザビシクロ環構造にインドールが縮環した分子骨
格は，有用な薬理活性を示す天然物や医薬品に頻繁に
見られる構造ユニットである。従って，本分子骨格の
効率的な合成法開発の需要は極めて高い。しかしなが
ら現状では，触媒的な不斉全合成，幅広い誘導体化が
可能な合成経路の開拓，の二点が達成されておらず，
これらの生物活性分子の効率的な入手方法が確立され
ていない。最近でもアザビシクロ環構造を持つ生物
活性天然物が数多く単離されており，その合成法も近
年，多数報告されていることから高い注目度がうかが
える。化学合成法としては，多段階を経て合成する例，
酒石酸から誘導するキラルプール法が挙げられるが，
多段階を要する。また植物の葉から抽出する手法も未
だ使用されるが，極微量しか得られずいずれの方法も
課題を残している。そこで本研究では，新規医薬品
リード化合物の創出に資するアザビシクロ環縮環型生
体機能分子の効率的合成法開発を大局的目的とする。
以下の 3点を細分化目標として設定した。金属触媒を
用いたアザビシクロ環の構築，［1,2］バイオ触媒による
非対称化法の開発，生体機能性分子の網羅的合成。
方　　法
　［アミド挿入反応］ジクロロメタン溶媒中，当研究
室で独自開発したRh2（NHCO
tBu）4触媒（0.4 mol％）
存在下，分子内にジアゾ基を有する第 3級アミド誘
導体のジクロロメタン溶液を滴下し，室温下で20
分反応させた。その後反応溶液を－78度に冷却して
Diisobutylaluminium hydride（DIBALH）のヘキサ
ン溶液を加えて， 1時間反応させた。ロッシェル塩水
溶液を加え，酸酸エチルで抽出後，シリカゲルカラム
クロマトグラフィーで精製し，対応する窒素渡環化合
物を得た。［エナンチオ選択的非対称化反応］対称ア
ミノジオールおよびキラルブレンステッド酸触媒（5 
mol％）を溶解したトルエン溶液に対し，イソ酪酸無
水物を加え80度で 2日間反応させた。反応溶液に水を
加え，酸酸エチルで抽出後，シリカゲルカラムクロマ
トグラフィーで精製し，対応するモノエステルを得た。
光学純度はキラルHPLC測定により決定した。
結　　果
（1）アミド挿入反応による対称分子骨格の構築
　鍵段階であるアミド挿入反応および非対称化反応を
適用するための基質は以下のように合成した。市販の
イタコン酸ジメチルとパラメトキシベンジルアミンを
反応させ，ピロリドン骨格を構築した。続いてカルベ
ノイド前駆体であるジアゾ化合物へと変換した。合成
した基質に対し，ロジウム触媒を用いたアミド挿入反
応を適用した所，所望の生成物が得られたものの，湿
気に対し不安定であり取り扱いが困難であった。そこ
でアミド挿入反応後，ワンポットでDIBALHによる立
方　　法
　R-loop形成部位とADARの作用部位の特定を進め
るため，ヒト胎児腎臓由来細胞株HEK293Tを用いて，
RNAi法によるADAR遺伝子の発現抑制有り無し条件
で培養後，ゲノムDNAを抽出し，RNA: DNA鎖その
ものへの特異的抗体を用いて免疫沈降を行い，得られ
たRNA鎖及びDNA鎖について次世代シークエンスに
よる配列解析を行った。並行して，Flag-ADARを用
いた免疫沈降産物からRNA: DNA鎖を精製し，次世代
シークエンス解析を行った。続いて，RNAi法による
ADARの発現抑制時の細胞表現型をマーカー遺伝子の
ウェスタンブロッティングにより解析した。
結　　果
　予備的成果通りにADAR発現抑制時にRNA: DNA
特異的抗体を用いた解析によりRNA: DNA鎖量が
増加していることが確認された。そして新たに，
Flag-ADAR免疫沈降産物の解析により，RNaseH1，
RNaseH2ABC，DHX9，DHX21などRNA: DNA鎖 分
解酵素や二本鎖を巻き戻すヘリケース群がADARと複
合体を形成していることを発見した。二通りの次世代
シークエンス解析の結果から，R-loopと思われる領域
候補が同定できたが，ノイズの高い問題が避けられな
いため，追加のR-loop特異的な免疫沈降法による精度
向上が必要と判断し，RNA分解能失活変異を導入した
Flag-RNaseH2ABC複合体発現系の作製を進めている。
細胞表現型としてADAR発現抑制時にはγH2AXだけ
でなくRPA32やDNA-PKCsのリン酸化状態の上昇が
観察され，DNA損傷の増大と修復系の活性化が示され
た。同時にCyclin B1だけでなくリン酸化Histon3や
リン酸化CDC2の状態から，細胞分裂期での細胞周期
の顕著な増加が確認された。さらにこれら表現型にと
もなうアポトーシスをPARP1分解の検出により確認
した。
考　　察
　また，現時点でのADARにより制御を受けるR-loop
候補領域をADAR発現有無間でqRT-PCR（RNA），
PCR（DNA）により比較定量解析して確認を進め
る。また，RNA上の塩基編集部位の同定を独自の手法
（ICE法［1］）により行いそのR-loop解消作用との関係
解析を進める。加えて，先に述べた難病やその他のト
リプレットリピート病の多くがR-loop形成後に生じる
G-quadruplexや未成熟RNAの蓄積による核小体スト
レスを発端とすると考えられるため，同様の現象が培
養細胞で観察されるか検証を行い，疾患発症の分子機
構の解明を進める予定である。
文　　献
1）  櫻井雅之，長谷川拓巳，中山宏紀．（2018）【RNA修飾の
解析法】簡易検出法から網羅的解析まで   特集 : RNAが
修飾される ! エピトランスクリプトームによる生命機能
と疾患の制御．実験医学36，3212-6.
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体選択的な還元を行うことで，対称なイソキヌクリジ
ン誘導体を得ることに成功した。
（2）非対称化反応
　バイオ触媒を用いた非対称化反応を検討したもの
の，高いエナンチオ選択性は認められなかった。生体
酵素触媒による非対称化反応の開発を断念し，キラル
ブレンステッド酸触媒を用いてアミド挿入反応により
得られたメソ体の非対称化反応を行ったところ，高エ
ナンチオ選択的に対応するモノエステルを得ることが
できた。
（3）Catharanthineの既知中間体の不斉合成
　得られたキラルイソキヌクリジン誘導体に対し，
種々の官能基変換およびインドール部位の導入を行
い，さらに求電子的な環化反応を適用することで，
Catharanthineの形式全合成を達成した。
考　　察
　我々は，分子構造が潜在的に内包する対称性を活用
した合成戦略を開発し，抗癌薬前駆体Catharanthine
の形式不斉全合成を達成した。当初計画したバイオ触
媒による非対称化反応は効率的に進行しなかったもの
の，キラルブレンステッド酸触媒を用いることで高い
エナンチオ選択性を実現することに成功した。現在は
未だ全合成が達成されていない複雑天然物の全合成研
究を検討している。
謝　　辞
　本研究をご支援いただきました公益財団法人猪之鼻
奨学会に深く感謝申し上げます。
文　　献
1） Nakayama H, Harada S, Kono M, Nemoto T. （2017） 
Chemoselective Asymmetric Intramolecular Dearomatization 
of Phenols with α-Diazoacetamides Catalyzed by Silver 
Phosphate. J Am Chem Soc 139, 10188-91.
2） Harada S, Kono M, Nozaki T, Menjo Y, Nemoto T, 
Hamada Y. （2015） General Approach to Nitrogen-Bridged 
Bicyclic Frameworks by Rh-Catalyzed Formal Carbenoid 
Insertion into an Amide C-N Bond. J Org Chem 80, 10317-
33.
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　 6． ペンタフィリンを用いた赤外光による光線力学
療法
千葉大学大学院薬学研究院　
米　田　友　貴　
はじめに
　光線力学療法とは，各種がんや加齢黄斑変性などの
治療に用いられる治療法であリ，光線力学療法治療剤
を患部に集積させたのちに，レーザー光によってその
光線力学療法治療剤を励起して活性化後酸素へとエネ
ルギー移動させ，生体内で一重項酸素を発生させて悪
性の細胞を死滅させる手法である。このような一重項
酸素発生能を持つ光線力学療法治療剤として，フォト
フリン，レザフィリン，ビスダインが保険適応されて
いるが，これらは全てポルフィリンと呼ばれる構造を
有しており，ポルフィリンの高い光吸収能と，光吸収
したポルフィリンの一重項酸素発生能を利用している
点が共通している。
　このような中，より長波長光を吸収し一重項酸素を
発生できる光線力学療法治療剤の合成が望まれてい
る。ポルフィリン骨格は，ヘムやシトクロムとして生
体にも多く含まれているが，それゆえにこのような
光線力学療法治療剤の吸収帯は生体の吸収と重複して
しまうため，励起光の生体透過性が不十分である。こ
れを解決するためには，生体透過性の高い近赤外領域
（800－900 nm）を持つ光線力学療法治療剤が必要とな
る。ちなみに，これ以上の長波長領域に吸収帯を持つ
化合物は，その励起状態のエネルギーが低く，一重項
酸素を発生させることが難しい。
　本目的にかなう分子として，ペンタフィリンと呼ば
れる， 5つのピロール環からなるポルフィリン類縁体
が有用であることと考えられる。これは理論的に予想
されているのみならず，実際に一重項酸素発生能を持
つことが申請者の予備実験より確かめられた。ただし，
これらの分子を臨床応用するためには，生体内などの
極性溶媒中でも安定であることが要求されるが，本分
子は高極性溶媒中での安定性が高くないため，さらに
安定な骨格を有する拡張ポルフィリン類縁体が望まれ
ている。
方　　法
　近赤外光吸収を有すると期待されるペンタフィリン
類縁体を種々合成してゆく過程において，ピリジン環
をその環構造に含む「ピリペンタフィリン」が有用で
あると判明した。以降はその詳細について説明する。
このピリペンタフィリンは，通常のペンタフィリンよ
りも電子不足であるピリジン環を含むため，安定性
に優れると考えられる。さらにこのようなピリペンタ
フィリンに十分な励起状態でのエネルギーを確保する
ための「芳香族性」をもたせるため，そのペンタフィ
リン骨格の環状共役構造を成立させる必要がある。こ
の目的を達成するために，ピリジン骨格の一部が酸化
された骨格を含むペンタフィリンの合成を計画した。
　この合成を達成するためのルートとして，酸化され
たピリジンとピロールをカップリング反応で直結させ
たのちに，オリゴピロールとのカップリング反応を行
い目的の化合物を得ることを試みた。目的化合物を合
成したのちに，各種物性の評価を行った。
結　　果
　目的とするピリペンタフィリンは，保護基の導入お
よび脱保護を行うことで，副反応を回避しながら得る
ことができた。
　続いて本化合物を合成したのちにその物性測定を
行った。本化合物は当初の予想通りあらゆる溶媒中で
極めて安定であり，極性溶媒中でも全く分解が見られ
なかった。また，本化合物はその構造に由来する芳香
族性を示すことが分かった。
　その光線力学療法治療剤としての性能を確かめるた
め，紫外可視吸収スペクトルの測定を行ったところ，
164 平成30年度猪之鼻奨学会研究補助金による研究報告書
免疫抑制状態ではEBVが再活性化し造血器腫瘍へ進行
する。研究協力者である金田，松坂らは，胃癌におけ
るDNAメチル化の網羅的解析を通じてEBV （＋） 胃癌
がEBV （－） 胃癌と独立した超高DNAメチル化形質を
示し，in vitroのEBV感染によりEBV感染そのものが
超高DNAメチル化形質の原因であることを証明した
［2］。これらの知見から，EBV （＋） DLBCLでは未だ詳
細な報告はないが，胃癌と同様にEBV感染特異的な異
常高DNAメチル化形質を有し，その結果EBV （－） 悪
性リンパ腫と比較して治療抵抗性で予後不良な病態に
与している可能性が考えられる。本研究では，DLBCL
においてEBV感染により惹起されるDNAメチル化異
常を網羅的に解析し，プロファイルに基づいた層別化
を行う。そこからEBV感染によるDNAメチル化異常
標的遺伝子を同定し，EBV （＋） DLBCL発症に関わる
本態解明と，治療抵抗性の原因となる機序を明らかに
し，難治性EBV （＋） DLBCLの新規治療の開発に結び
つけていくことを目的とした。
方　　法
　当院でリンパ節生検を施行したDLBCL患者のリン
パ節切片68検体を薄切し，標本でリンパ腫細胞含有
率を判定した。悪性細胞高含有率のものを選定して
DNAを抽出し，これをバイサルファイト処理し，網
羅的DNAメチル化アレイ Infinium 450k （IlluminaⓇ）
を行った。シークエンスの結果，EBV （＋） DLBCL，
EBV （－） DLBCLそれぞれのDNAメチル化形質を解
析し，EBV感染によるDNAメチル化異常の標的遺伝
子を抽出した。
結　　果
　68検体のDLBCLのリンパ節組織の薄切を行い，標
本でリンパ腫細胞含有率を判定した。このうち腫瘍含
有率が70％以上と高率な58検体からDNAとRNAの
抽出を行った。13検体のEBV （＋） DLBCL，13検体の
EBV （－） DLBCLから抽出した500ngのDNAについ
て，バイサルファイト処理を行い，網羅的DNAメチ
ル化アレイ Infinium 450kを試みた。EBV （－） DLBCL
は13例とも高メチル化形質を示した。一方，EBV （＋） 
DLBCLのうち 2検体では超高メチル化形質を認め，
4検体は高メチル化形質， 7検体は不死化リンパ球と
同等のレベルの低メチル化形質を示した。低メチル化
形質を示した 7例は背景にT細胞リンパ腫や免疫抑制
剤使用者等のT細胞機能不全を含む免疫不全がある
DLBCLだった。高メチル化を示した症例，超高メチ
ル化を示した症例は高齢者が含まれるものの背景の免
疫不全の存在は明らかではなかった。
　前述のEBV （＋） 胃癌と比較してDLBCLで高メチ
ル化を示した遺伝子は515遺伝子であった。そのうち，
超高メチル化を示したEBV （＋） DLBCL群で特異的
にDNA高メチル化を示した遺伝子は463遺伝子であっ
た。
　今後はEBV （＋） DLBCL発症に関わる本態解明と，
治療抵抗性の原因となる機序を明らかにすべく，遺伝
子発現のデータとDNAメチル化データを併せて網羅
的に解析していく予定である。
852 nmの近赤外領域に強い吸収帯が見られることが
判明した。この化合物の吸収は，以前合成した一重項
酸素発生能を持つペンタフィリンの約 8倍の強さを持
ち，本化合物が近赤外光を用いた光線力学療法治療剤
として極めて有望であることを強く示唆する結果であ
る。
考　　察
　今回合成したピリペンタフィリンを利用した光線力
学療法治療剤としての性質の向上を強く期待すること
ができる。本分子は高極性溶媒中でも極めて安定であ
る上に，近赤外光領域に極めて大きなモル吸光係数を
もつため，高いポテンシャルを秘めている。
　今後は本分子の実用化のための研究を進めてゆく。
実際の一重項酸素発生能の検証や，各種置換基に修飾
を施すことで水溶性を高めることを行い。その後実際
の生体への投与と一重項酸素発生能の検証を行うこと
で，長波長光を利用することのできる光線力学療法治
療剤を生み出してゆく。
文　　献
1） Alberto ME, Comuzzi C, Thandu M, Adamo C, Russo N. 
（2016） Theor Chem Acc 135, 29.
2） Yoneda T, Hoshino T, Neya S. （2017） Chem Asian J 12, 
405.
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　 7． DNAメチル化形質によるEBV陽性B細胞性悪
性リンパ腫の層別化と新規治療法の開発
千葉大学医学部附属病院　血液内科　
大　島　　　渚　
はじめに
　多くの固形癌と造血器腫瘍では，特定のCpGアイ
ランドのDNA高メチル化が癌抑制遺伝子の発現を癌
特異的に抑制することが知られている。エピゲノム異
常は適切に制御することで生理的発現を回復させるこ
とが可能であり，これに基づく腫瘍形成機序の理解は
難治性造血器腫瘍の本態解明に結びつくとともに，新
規治療法開発における治療標的としても注目されてい
る。実際，古くから存在していたアザシチジンやデシ
タビンは造血器腫瘍の一つである骨髄異形成症候群の
治療薬として機序不明のまま用いられていたが，DNA
メチル化阻害作用の発見とともに再び脚光を浴びてい
る。びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）は高
頻度かつ高悪性度の悪性リンパ腫である。抗CD20抗体
製剤rituximabを併用したR-CHOP療法により 5年生
存率は60％前後までに改善したが，Epstein-Barr virus
陽性（EBV （＋）） DLBCLは長期予後が極めて不良な難
治性の一群を形成し，その発症と治療抵抗性の機序の
詳細は未解明である［1］。EBVは世界中で成人の90％
以上が感染しているヘルペスウイルス属DNAウイル
スである。また，ヒトの癌細胞から最初に発見された
ウイルスであり，上皮系癌やB細胞腫瘍への関与が知
られる。EBV潜伏感染は通常無症候性だが，高齢者や
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EBV （＋） DLBCLではEBV （－） DLBCLには見られる
ことのなかった超高メチル化形質が認められており，
これらの比較で同定された超高メチル化遺伝子群が
EBV感染によるDNAメチル化異常の標的遺伝子と考
えられた。これらの遺伝子群の発現や機能解析を行い，
難治性EBV （＋） DLBCLの新規治療の開発につながる
ことが期待される。
文　　献
1） Niclolae A et al. （2015） Blood 126, 863-72.
2） Matsusaka K et al. （2011） Cancer Res 71, 7187-97.
考　　察
　EBV （－） DLBCLは全例が高メチル化形質を示し，
EBV （＋） DLBCLでは，背景の免疫不全の有無でDNA
メチル化形質が大きく異なることが示された。免疫抑
制剤使用者やT細胞性リンパ腫を合併する等宿主のT
細胞機能が低下した際に生じるDLBCLでは，EBVの
潜伏感染パターンが非常に抗原性の強いものである
にも関わらず排除がなされず，形質転換を繰り返し不
死化，ひいては腫瘍化につながっており，宿主細胞
のDNAメチル化異常と難治化に直接的な関連性がな
いことが推察された。一方で，免疫不全の背景のない
